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1 UVOD 
Najboljše raziskani RNA vezavni proteini (ang. RBP - RNA-binding protein) sodelujejo pri tvorbi 
ribonukleoproteinskih (RNP) kompleksov, ki uravnavajo izražanje genov (Dreyfus in sod., 2002).  
Pri tem gre za vezavo proteina z značilnimi strukturami na RNA, ki vsebujejo določeno sekvenco 
ali strukturni motiv (Dreyfuss in sod., 2002; Linder in sod., 2011; Lunde in sod., 2007). Spoznanja 
pri določanju strukture ribosomskih (Behrmann in sod., 2015; Lunde in sod., 2007; Steitz, 2008) 
in izrezovalno-povezovalni kompleksov (ang. spliceosom) so pokazala, da obstajajo mehanizmi, 
ki ne sledijo ustaljenim pravilom vezave in pri katerih RBP ne vsebujejo značilnih RNA vezavnih 
domen (Plaschka in sod., 2017). Z napredkom metod je bilo odkritih več sto proteinov vključenih 
v vezavo z RNA.  Posledično so bili prepoznani  številni RNA vezavni motivi proteinov, ki 
omogočijo prepoznavo določenega zaporedja in strukture RNA, ter vzporedno razviti modeli, ki 
pojasnjujejo mehanizme vezave. Poleg načinov vezave so ugotovili, da vezava ne uravnava le 
delovanja RNA temveč tudi delovanje RBP, kar omogoča natančno uravnavo procesov v celici 
(Hentze in sod., 2018). V svojem delu bom predstavil pristope pri odkrivanju in pojasnitvi 
neobičajnih načinov vezave RNA in proteinov z metodami, ki temeljijo na sondah RNA (Butter in 
sod., 2008), mikromrežah (Scherrer in sod., 2010) in najsodobnejših metodah za in-vivo 
prestrezanje vezave RNA in proteinov. Te temeljijo na prečnem povezovanju s pomočjo 
ultravijolične svetlobe, analizo z masno spektrometrijo, obratno transkripcijo in verižno reakcijo s 
polimerazo (RT-PCR) in s sekvenciranjem naslednje generacije (Hafner in sod., 2010; König in 
sod., 2010; Van Nostrand in sod., 2016). Poleg teh metod se zaradi velike količine in kompleksnosti 
podatkov uveljavljajo računalniške metode za napovedovanje vezave RNA in proteinov (Moore in 
't Hoen, 2019). Tovrstne metode niso pomembne le za bazične raziskave, vendar odpirajo nove 
možnosti na vseh področjih biotehnologije, zlasti pri izboljšani diagnostiki bolezni in razvoju 
učinkovitih terapij (Castello in sod., 2013a). 
2 RNA VEZAVNI PROTEINI 
2.1 KONVENCIONALNI NAČINI VEZAVE 
Običajno RNA vezavni proteini sodelujejo pri tvorbi ribionukleoproteinskih kompleksov, ki 
uravnavajo izražanje genov na post-transkripcijskem nivoju. Proteini kompleksa sodelujejo v 
procesiranju primarnih transkriptov RNA in so odločilni dejavnik pri transportu informacijske 
RNA (ang. messenger RNA-mRNA) v citoplazmo, lokalizaciji, translaciji in stabilnosti mRNA. 
Širok spekter funkcij omogočajo konstantne spremembe v proteinski zgradbi kompleksa, ki se 
odvijajo tekom procesiranja RNA. Konvencionalni RNA vezavni proteini sodelujejo v procesu z 
vezavo na natančno opredeljena zaporedja ali strukturne motive RNA in s tem vplivajo na usodo 
in funkcijo RNA molekule (Dreyfuss in sod., 2002). Prepoznavanje motivov RNA je omogočeno 
s sestavljanjem modulov iz omejenega nabora RNA vezavnih domen (ang. RNA binding domain-
RBD), kot so RNA prepoznavni motiv (ang. RNA recognition motif-RRM), homologna domena 
K (ang. K homology domain-KHD) in helikaze z zaporedjem aspartat-glutamat-alanin-asparagin 
(ang. DEAD box helicase) (Lunde in sod., 2007). Prepoznavni motivi se vežejo na kratke odseke 
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RNA z nizko afiniteto, vendar z združevanjem več motivov nastanejo površine z visoko afiniteto 
in specifičnostjo za tarčno RNA. To omogoča boljšo regulacijo pri nastanku in razdruževanju RNP 
kompleksov, ko je to potrebno. Poleg tega, modularnost omogoča nastanek proteinov, ki so 
specifični za slabo ohranjena zaporedja RNA na primer 3'-konec introna ali 3' neprevedljiva regija 
(Deka in sod., 2005; Sickmier in sod., 2006).  
 
Opisana modularnost omogoča RBP prepoznavanje daljših odsekov RNA, kot bi bilo mogoče z 
eno samo domeno. Hkrati to omogoča prepoznavanje zaporedij, ki so med sabo ločena ali pa 
pripadajo drugi RNA molekuli (Lunde in sod., 2007). Kljub velikemu pomenu vezavnih domen, je 
za specifično prepoznavanje RNA v veliki meri odgovoren povezovalec, ki ga sestavljajo 
aminokislinski ostanki med dvema domenama. Dolgi povezovalci so pogosto regije, ki nimajo 
urejene strukture, kar omogoča prepoznavo večjega nabora, tudi med seboj oddaljenih struktur 
RNA. Nasprotno pa kratki povezovalci omogočajo vezavo domen na sosednja zaporedja 
nukleinskih kislin (Handa in sod., 1999). Pri takšnem načinu vezave je mogoče, da se povezovalna 
domena organizira, tvori kratko α-vijačnico in se stakne z RNA molekulo. V slednjem primeru so 
povezovalna zaporedja dobro ohranjena (Birney in sod., 1993), saj to pogojuje njihovo funkcijo in 
obenem nakazuje dodatne načine vezave (Oberstrass in sod., 2005). Poleg naštetih vlog 
modularnosti RBD omogoča vezavo s substratom in regulacijo encimske aktivnosti katalitskih 
domen na istem polipeptidu. Pozicija teh dveh struktur določa, kako bo protein prepoznal RNA. 
Hkrati pa lahko poveča aktivnost s kooperativno vezavo oziroma jo zmanjša z izključujočim 
medsebojnim delovanjem med RBD in katalitsko domeno (Lunde in sod., 2007). Odličen primer 
kako se spreminja funkcija encima z različnimi pozicijami domen je procesiranje kratkih 
nekodirajočih RNA. V prvem koraku jedrna encima Drosha in Pasha zmanjšata primarno mikro 
RNA na približno 70 nukleotidov dolge prekurzorje, ki so sestavljeni iz stebla in zanke. Drosha 
tekom procesiranja ustvari dva nukleotida dolg štrleči konec na 3' koncu, ki ga Dicer prepozna in 
veže to RNA molekulo (Jinek in Doudna, 2009). Običajno Dicer vsebuje N-terminalno domeno 
RNA helikaze z zaporedjem DExH, domeno z neznano funkcijo, domeno PAZ (ang. Piwi Argonaut 
and Zwille), dve Rnazni III domeni in  vezavno domeno za dvoverižno RNA (Bernstein in sod., 
2001; MacRae in sod., 2007). Dicer iz enoceličnega evkarionta Giardia intestinalis je reduciran in 
vsebuje le dve RNazni III domeni in domeno PAZ, ki specifično veže 3' konec eno verižne RNA. 
Njegova struktura je pokazala, da deluje kot molekularno ravnilo in se veže 25 nukleotidov stran 
od katalitskega mest ter tako določa mesto cepitve (MacRae in sod., 2007). 
2.2 NOVI NAČINI VEZAVE 
Dolgo obstoječa prepričanja o zgradbi RBP, načinu delovanja in regulaciji so se z raziskavami 
velikih RNP struktur izkazala za nepopolna. Behrmann in sod. (2015) so uspeli izolirati človeške 
polisome v in-vivo funkcionalnem stanju. Karta narejena z visoko resolucijsko krio-elektronsko 
mikroskopijo je pokazala bistvene razlike med načinom vezave prenašalne RNA na P- in E-mestu, 
kar je omogočilo identifikacijo statičnih in funkcionalno pomembnih dinamičnih elementov, ki se 
po načinih vezave razlikujejo od običajnih interakcij med proteinom in RNA. Nekatere izmed njih 
ne služijo le kot stabilizacija kompleksa temveč igrajo tudi katalitsko vlogo. 169 ribosomskih 
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proteinov predstavlja 10-12% izraženega človeškega transkriptoma kar jasno nakazuje na velik 
pomen procesov povezanih s translacijo. Zanimivo je, da v teh 169 proteinih najdemo 119 domen, 
ki so izključno prisotne v ribosomih. Zaradi takšne raznolikost RBD je odkrivanje novih RBP še 
bolj zapleteno in zato na podlagi nekaj strukturnih skupin ne moremo oceniti realnega števila vseh 
RBP (Gerstberger in sod., 2014). Za popolno sestavljanje ribosoma so odgovorni dobro ohranjeni 
peptidi, ki vežejo ribosomsko RNA na podlagi komplementarne oblike in pravilne prostorske 
konfiguracije molekulskih interakcij namesto klasičnih RBD (Behrmann in sod., 2015). Podoben 
načine vezave so odkrili tudi pri virusu hepatitisa C, ki na 5' koncu RNA vsebuje notranje vstopno 
mesto (ang. Internal Ribosome Entry Site – IRES) katerega vezava na evkariontski iniciacijski 
faktor 3 (eIF3) in 40S podenoto ribosoma omogoči začetek transkripcije. Zgradba tega kompleksa 
razkriva, da za vezavo niso odgovorne natančno opredeljene regije proteinov, temveč velika 
vmesna površina med RNA in proteinom, ki omogoča dobro prileganje oblike IRES in 40S 
podenote (Quade in sod., 2015; Sizova in sod., 1998).  
 
Pogled na molekulo RNA, da je sposobna spremeniti delovanje proteina, je v nasprotju s klasičnim 
prepričanjem o medsebojnem delovanju proteina in RNA, kjer naj bi protein vplival na usodo in 
funkcijo RNA molekule (Gebauer in sod., 2012). Podobna neskladja so dokazali Plaschka in sod. 
(2017) z razkritjem strukture pred-katalitskega spajalnega telesca. Pri sestavljanju se majhne jedrne 
RNA uredijo v 3D strukturo, ki ustvari kompleksne površine za vezavo s komplementarnimi 
proteinskimi partnerji, kar omogoči sestavljanje delujočega spajalnega kompleksa. Raziskave 
interaktoma jedra so pokazale obsežno število do sedaj neznanih RBP, ki drugače sodelujejo pri 
regulaciji in modifikacijah kromatina (Conrad in sod., 2016; He in sod., 2016). Tak primer je PRC2 
(ang. Polycomb repressive complex 2), ki se veže z nekodirajočimi RNA molekulami  in uravnava 
stanje kromatina. Verjetno nekodirajoče RNA rekrutirajo PRC2, zato je njih bolj smiselno 
obravnavati kot protein-vezavne, saj določajo usodo in funkcijo proteina (Kaneko in sod., 2010). 
Po drugi strani lahko RNA molekule sodelujejo pri tvorbi struktur kot so jedrni delci (ang. 
paraspeckles), kjer dolga nekodirajoča RNA NEAT1 (ang. nuclear enriched abundant transcript 1) 
igra ključno vlogo pri tvorbi strukture in njeni lokalizaciji (Clemson in sod., 2009). Iz navedenih 
odkritij je razvidno, da lahko RNA molekule v kombinaciji s proteini opravljajo različne naloge in 
vplivajo na usodo in delovanje proteinov. 
 
Drugi način vezave predstavljajo intriznično nestrukturirane proteinske regije (ang. Intinsically 
disordered protein region – IDR), ki so jim dolgo pripisovali vlogo agregacije RNP v granule na 
podlagi vezave protein-protein (Wright in Dyson, 2015), čeprav neposredno sodelujejo tudi pri 
vezavi z RNA (Castello in sod., 2016). RBP so obogateni z IDR, ki običajno vsebujejo malo 
hidrofobnih aminokislinskih ostankov in velik del majhnih polarnih ali nabitih aminokislinskih 
ostankov zlasti glicina, serina, arginina, lizina, glutamata in aspartata. Izjema med hidrofobnimi 
aminokislinami je tirozin, ki je bil  pri poravnavi peptidov z RBD dobro ohranjen. Razlog za to je 
lahko to, da je tirozin tarča za fosforilacijo, ki je pogosta na mestih vezave RNA, kar pomeni, da 
so RBP post-translacijsko uravnavani in se odzivajo na signaliziranje in stanje metabolizma 
(Castello in sod., 2016). O pomenu IDR pričajo monogenske bolezni povezane z RBP, ki so 
posledica mutacije v tem proteinu. Zanimivo je, da se mutacije pojavljajo pogosteje v IDR kot v 
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krogličastih domenah, kar kaže na velik pomen ohranjanja zaporedja na nivoju DNA (Castello in 
sod., 2013b). Poleg tega so Beckmann in sod. (2015) odkrili veliko število RBP z IDR, ki so 
ohranjeni tako pri kvasovkah in človeku. V IDR proteinov, ki sodelujejo pri vezavi z RNA najdemo 
več ponavljajočih zaporedij aminokislinskih ostankov kot so zaporedja arginin-serin (SR), arginin-
glicin-glicin (RGG), tirozin-glicin-glicin (YGG) in  regije bogate z lizinom (K), ki bi lahko tvorile 
elektrostatske vezi z negativno nabitim ogrodjem RNA molekule (Castello in sod., 2012). Z 
argininom in lizinom bogati motivi so prisotni v temeljnih RBP, njihovo število pa se s 
kompleksnostjo organizma poveča. Zato naj bi IDR imele pomembno vlogo pri bolj kompleksnih 
organizmih, saj omogočajo prilagoditev specifičnosti vezave RNA znotraj kompleksnih 
transkriptomov (Beckmann in sod., 2015). Pri raziskavah s HeLa celicami so z metodo RBDmap, 
ki je opisana v prihodnjem poglavju,  odkrili 1174 RNA vezavnih mest, od tega se jih je pol 
mapiralo v IDR, medtem ko je bila pri 170 RBP IDR edino vezavno mesto, kar jasno kaže 
razširjenost tovrstnega načina vezave. V tej študiji so dodatno validirali vezavo RGG- in K- bogatih 
regij s fuzijo le teh na zeleni fluorescenčni protein, ki se je sintetiziral v HeLa celicah. Po prečnem 
povezovanju z UV svetlobo in izolacijo povezanih proteinov s poli-dT kroglicami, so izmerili 
fluorescenco in potrdili, da oba kratka motiva zadostujeta za vezavo na RNA (Castello in sod., 
2016).  
 
Jedrska magnetna resonanca humanega proteina odgovornega za sindrom fragilnega kromosoma 
X je pokazala, da je prostorska postavitev argininskih ostankov ključna za selektivno vezavo 
motiva RGG z gvanin bogatim zaporedjem. Ponovitve glicinov okoli argininskih ostankov imajo 
pomembno vlogo pri orientaciji pozitivno nabitih argininov za vezavo z baznimi pari, ki so zloženi 
v dva G-kvadrupleksa, ki nastaneta s skupnim zvijanjem proteina in RNA. Visoka fleksibilnost 
glicinskih ostankov prispeva k vezavi tako da omogoča prilagoditev oblike RGG peptida obliki 
tarčne RNA. V raziskavi so odkrili oster zavoj RGG peptida, ki je omogočen s štirimi zaporednimi 
glicini. Poleg leži argininski ostanek, ki največ prispeva k afiniteti do G-kvadrupleksa. Definirana 
ureditev jasno kaže na velik pomen pogostosti in vrstnega reda argininskih in glicinskih ostankov 
v intrinzično nestrukturiranih regijah (Phan in sod., 2011). 
 
IDR z aromatskimi ostanki, še posebej s prej omenjenim tirozinom, so zanimivi, ker agregirajo in 
tvorijo hidrogele ter amiloidnim vlaknom podobne strukture in-vitro, in-vivo pa sodelujejo pri 
nastanku RNA granul (Han in sod., 2012; Kato in sod., 2012). Aromatski ostanki lahko tvorijo 
hidrofobna jedra proteinov, na površini pa lahko sodelujejo pri vezavi z aminokislinami ali 
nukleotidi (Lunde in sod., 2007). Ko so tirozinski ostanki obdani z glicinskimi so zelo izpostavljeni 
in dodatno spodbujajo k tvorbi agregatov (Kato in sod., 2012), če so v bližini podobni proteinski 
motivi, in po drugi strani omogočajo vezavo na RNA (Castello in sod., 2016). 
 
Na koncu bi se vrnil še k z lizinom bogatim motivom, ki so jih Castello in sod. (2016) odkrili med 
RBP. Te so se pogosto pojavili še z drugimi RBD ali RGG zaporedji. Poli-lizinski motivi so še 
posebej pogosti med do takrat nepoznanimi RBP v mRNA interaktomu in so hkrati podobni 
motivom nestrukturiranih N-terminalnih repov DNA vezavnih proteinov. Pri DNA vezavnih 
proteinih jim te motivi omogočajo skakanje in drsanje med oddaljenimi DNA verigami, vendar 
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zaenkrat še ni znano, če enako velja za RBP (Vuzman in sod., 2010). Glede na vse so IDR RNA 
vezavni motivi, ki omogočajo zelo raznolike funkcije na podlagi regulacije afinitete in specifičnosti 
vezave na več nivojih. Poleg tega jim kombinacije z možnimi postranslacijskimi modifikacijami 
ponujajo širok nabor regulacije in različnih načinov vezave. Raziskave le teh nam v prihodnosti 
lahko ponudijo boljše razumevanje uravnavanja sinteze proteinov in poteka bolezni. 
 
V študijah RNA interaktomov so identificirali mnoge metabolne encime kot RNA-vezavne. 
Nekateri izmed teh celo neposredno sodelujejo pri regulaciji izražanja genov (Perez-Perri in sod., 
2018). Primer takšne regulacije so že relativno zgodaj odkrili Chu in sod. (2006) pri  encimu 
timidilat sintaza, ki je odgovoren za de-novo sintezo deoksitimidin monofosfata (dTMP) iz 
deoksiuridin monofosfata (dUMP). Encim se ob pomanjkanju veže na lastno mRNA in blokira 
translacijo, ko je nivo dUMP nizek. Bolj posreden način regulacije so odkrili v metabolizmu železa 
pri citoplazemskem železo regulatornem proteinu 1 (ang. Iron Regulatory Protein 1-IRP1). Za 
delovanje kot citosolna akonitaza mora imeti encim v njegovem aktivnem mestu vezan železo-
žveplov skupek, ki onemogoča vezavo RNA. V pogojih pomanjkanja železa tega skupka ni, zato 
je apo encim v odprti konformaciji in se lahko veže na železo regulatorne elemente, ki so ohranjeni 
kratki odseki mRNA v obliki zanke (Walden in sod., 2006). IRP1 lahko na takšen način regulira 
sintezo proteinov za prevzem železa v celico, zniža porabo, zaloge in izvoz železa (Muckenthaler 
in sod., 2017).  
 
Še bolj zanimivi so rezultati nedavnih študij, kjer so odkrili  veliko število nekonvencionalnih RBP, 
od tega jih je veliko pripadalo metabolizmu ogljika (Perez-Perri in sod., 2018). Nekatere izmed teh 
so že obravnavali v predhodnih študijah (Beckmann in sod., 2015; Chang in sod., 2013) na primer 
glikolizni encim gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH), katerega primarna funkcija je 
oksidacija gliceraldehid-3-fosfata v 1,3-bifosfoglicerat za nastanek adenozin trifosfata in 
reduciranega nikotinamid adenin dinukleotida (NAD), hkrati pa opravlja mnoge druge naloge v 
celici (Tristan in sod., 2011). Na primer v  celicah T opravlja nalogo regulatorja. Pred aktivacijo te 
za proizvodnjo energije izkoriščajo oksidativno fosforilacijo, v takšnih pogojih se GAPDH veže na 
AU bogate elemente 3' neprevedljive regije mRNA interferona γ in tako blokira translacijo. Ko 
pride do preklopa v aerobno glikolizo, ki je posledica aktivacije celic T, se GADPH sprosti z 
mRNA in omogoči izražanje interferona γ. Za vezavo  na RNA je odgovorna NAD vezavna regija 
imenovana Rossmannovo zvitje (Nagy in Rigby, 1995). Enako domeno so našli še pri več drugih 
RBP. V srčnomišičnih celicah so odkrili 173 RBP z Rosmannovim zvitjem, od tega jih je bilo 86 
brez anotacije povezane z RNA, te so vključevali metabolne encime kalcijevo ATPazo in 
flavoproteine. Kar 29 od 73 metabolnih encimov, ki so jih identificirali v raziskavi, imajo vsaj eno 
Rosmannovo zvitje. Dodatne analize so pokazale, da se lahko regije vezave RNA prekrivajo ali pa 
so v bližin Rosmannovega zvitja. Kljub temu so pri večini metabolnih encimov odkrili, da se 
vezavno mesto in aktivno mesto encima razlikujeta, kar bi lahko pomenilo, da ima RNA vlogo pri 
alosterični regulaciji encimov in tvorbi ogrodja encima. Našteti primeri govorijo v prid hipoteze, 
ki sta jo predlagala Hentze in Preiss (2010) in predvideva regulatorne povezave med ekspresijo 
genov in metabolizmom, za katere so odgovorni RNA-vezavni metabolni encimi. Da bi naštete 
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načine lahko dodatno raziskali, so se razvile številne napredne metode za odkrivanje vezave 
proteinov, ki jih opisujem v sledečem poglavju. 
3 METODE ZA ODKRIVANJE VEZAVE RNA IN PROTEINOV 
Vse od odkritja metabolnih encimov, ki se hkrati vežejo z RNA molekulami, je postalo očitno, da 
so RBP veliko bolj številčni in kompleksni kot so prej predvideli (Chu in sod., 1991; Hentze in 
Argos, 1991; Rouault in sod., 1991). Prva odkritja, ki so temeljila na strukturni podobnosti, so bila 
izhodišče za odkrivanje novih RBP. Tekom skoraj treh desetletij se je pojavilo mnogo novih metod, 
ki so omogočile postopno rast števila znanih RBP, nedavno pa so se razvile metode, ki omogočajo 
celovit vpogled v RBP ene celice (Hentze in sod., 2018). V tem poglavju se bom opisal metode za 
določanje vezave RNA in proteinov, predvsem pa bom izpostavil najnovejše pristope pri 
preučevanju RNA interaktoma.   
3.1 EKSPREIMENTALNI PRISTOPI PRI ODKRIVANJU NOVIH RBP 
Prva odkritja nekonvencionalnih RBP so temeljila na poravnavah aminokislinskih sekvenc 
proteina, ki se veže na železo odzivne elemente, in metabolnega encima akonitaze (Hentze in 
Argos, 1991). Chu in sod. (1991) so uporabili test zamika elektroforezne mobilnosti (ang. 
electrophoretic mobility shift assay-EMSA) za odkrivanje vezave med timidilat sintazo in njeno 
mRNA. Test je namenjen direktni preučitvi interakcije, in-vitro preiskovanju vezave proteinov z 
nukleinskimi kislinami, s katerim lahko na podlagi počasnejše mobilnosti kompleksa v gelu v 
primerjavi z nevezano nukleinsko kislino ugotovimo, s katerimi molekulami RNA ali DNA se 
protein veže. Test se še danes uporablja za določanje vezave in disociacijskih konstant kompleksov 
proteina in RNA v različnih izvedbah in kombinacijah z drugimi metodami (Fernandez-Chamorro 
in sod., 2014; Seo in sod., 2019). Druge in-vitro metode so vključevale imobilizirane sonde RNA 
ali proteine vezane na mrežo. Butter in sod. (2009) so kot vabo za RNA vezavne proteine iz celične 
kulture uporabili RNA molekule označene z aptamerom. Za analizo proteinov se uporablja masna 
spektrometrija, kjer je pogost pristop za ločevanje pravih interakcij od ozadja označevanje 
aminokislin s stabilnimi izotopi v celičnih kulturah (ang. Stable Isotope Labeling with Amino acids 
in Cell culture-SILAC). V enem izmed pristopov z mikromrežami, ki je uspešno identificiral nove 
RBP, so za iskanje RNA vezavnih proteinov v kvasovki uporabili funkcijske proteinske 
mikromreže. Mikromreže so za potrditev delovanja metode najprej inkubirali s kratkim odsekom 
mRNA transkripcijskega regulatorja Ash1, ki se specifično veže s proteinom She2p, kar olajša 
lokalizacijo Ash1 v brst kvasovke. Za iskanje proteinov, ki se vežejo s celokupno RNA so na 
mikromreže nanesli RNA izolirano iz kvasovk rastočih na različnih virih ogljika in označeno s 
fluorescenčnim barvilom Cy3, ki fluorescira zeleno. Iz celokupne RNA so izolirali mRNA z oligo-
dT kolonami in jo označili z rdečim fluorescenčnim barvilom Cy5. Po spiranju mikromrež so glede 
na intenziteto proteine razdelili v range in na podlagi določene meje izbrali RNA vezavne. Odkrili 
so številne nove RBP, med katerimi je bilo veliko encimov z že dokazano vlogo v celici, mnogi pa 
za svoje delovanje potrebujejo nukleotidne kofaktorje  npr. Pre10, Sti1, Pot1 (Scherrer in sod., 
2010). Pred kratkim so razširili atlas proteinov, ki sodelujejo pri nastanku mikro RNA (miRNA). 
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Uporabili so imobilizirane pre-miRNA sonde, ki so jih inkubirali z lizati 11 različnih celičnih linij. 
Vezane proteine, ki sodelujejo pri procesiranju miRNA so prepoznali z masno spektrometrijo. 
Mnogi od prepoznanih RBP so pripadali drugim potem in sicer opravljajo druge vzdrževalne 
funkcije kot je nastanek kape mRNA, izrezovanje intronov in procesranje 3' konca mRNA. Slabost 
in-vitro metode je, da zaznajo fiziološko nemogoče vezave, ker so koncentracije RNA veliko višje 
kot v celici in proteini niso lokalizirani na določene dele celice (Treiber in sod., 2017). 
 
Da bi se izognili prej navedenim omejitvam in-vitro metod, so poleg teh razvili nove, ki omogočajo 
in-vivo prestrezanje vezave RNA in proteinov, kar je omogočilo odkrivanje RBP, ki so aktivni ob 
določenem času v celici. Tem metodam je skupno prečno povezovanje z ultravijolično svetlobo, ki 
povzroči tvorbo kovalentnih vezi na neposrednem stiku med RNA in proteinom (Hentze in sod., 
2018). Castello in sod. (2013b) so razvili postopek za zajetje RNA interaktoma v živih celicah (ang. 
RNA interactome capture RIC). Prvi pristop vključuje prečno povezovanje proteinov in RNA (ang. 
Classical Cross-Linking – cCL) v enoslojni celični kulturi z UV svetlobo pri 254 nm, kjer nastanejo 
kovalentne vezi med fotoreaktivnimi nukleotidnimi bazmi in aminokislinami Phe, Trp, Tyr, Cys in 
Lys (Brimacombe in sod., 1988). Drug pristop uporablja dodatek 4-tiouridina, ki ga celice vgradijo 
v RNA, nato ga z UV svetlobo pri 365 nm aktiviramo, kar povzroči tvorbo vezi med RNA in 
proteinom (ang. photoactivatable-ribonucleoside-enhanced cross-linking; PAR-CL) (Hafner in 
sod., 2010). Vezavi proteinov sledi liza celic in izolacija poliadeniliranih RNA z oligo-dT vezanimi 
na magnetne kroglice. Po spiranju se s pomočjo RNaz z vezanih kompleksov sprosti RBP, ki jih 
nato po obdelavi s proteazo in tripsinom analiziramo z masno spektrometrijo. Ta pristop ima kar 
nekaj prednosti pred ostalimi metodami, saj cCL in PAR-CL povzročita vezavo zgolj bližnjih 
aminokislin in nukletotidov in ne povzroča vezave med proteini. UV svetlobo uporabimo 
neposredno na celični kulturi, kar zajame fiziološke interakcije med proteini in RNA. Pri postopku 
izolacije lahko uporabljamo ionske detergente in visoke koncentracije soli, kar učinkovito odstrani 
polipeptide povezane na proteine ali nekovalentno asociirane polipeptide z RNA. Metodo lahko 
uporabljamo v kombinaciji s kvantitativno proteomiko za določanje mRNA interaktomov tudi  pri 
različnih eksperimentalnih pogojih. Slabost načina izolacije je, da vežemo zgolj RNA molekule, ki 
vsebujejo ponovitve adeninov, zato ne izoliramo proteinov, ki so vezani na druge RNA molekule. 
Poleg tega nam trenutna slika nudi vpogled le v del vseh proteinov, ki so sposobni vezave. Prečno 
povezovanje ima omejeno učinkovitost, zato so potrebne zadostne količine materiala, da 
zagotovimo dovolj dogodkov vezave. Neglede na vse, so v prvih analizah s pomočjo RIC v kulturi 
človeških celic HEK293 prepoznali 791 RBP in 860 v celični liniji HeLa, od tega je 543  RBP 
prisotnih v obeh kulturah. V obeh so avtorji uspešno prestregli dobro poznane RBP in klasične 
domene kot je RRM, KHD, cinkove prste in helikaze z DEAD zaporedjem, kar dokazuje robustnost 
te metode. Poleg proteinov z znanimi domenami so odkrili mnoge, za katere povezava z RNA ni 
bila dokazana, vendar obstaja visoka verjetnost, da se vežejo z RNA molekulo. Novo odkritim 
proteinom iz obeh študij je skupno, da so udeleženi v intermediarnem metabolizmu, celičnem ciklu, 
organizaciji delitvenega vretena, protivirusnem odzivu in metabolizmu proteinov. Takšni proteini 
nakazujejo na medsebojno delovanje RNA in proteinov, ki nimajo očitne povezave z biologijo 
RNA. V nadaljnjih poskusih so za kandidatne  proteine pokazali, da ne gre za naključno vezavo, 
temveč za točno določen način delovanja na različnih RNA molekulah. Na teh proteinih najdemo 
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ponavljajoče sekvence ali intrinzično nestrukturirane regije, ki vsebujejo razpoznavne vzorce, 
čeprav proteini med sabo niso evolucijsko povezani (Baltz in sod., 2012; Castello in sod., 2012). 
Zatem so RIC uporabili na mnogih vzorcih, kjer so identificirali stotine RBP. Z RIC so v mišjih 
embrionalnih celicah definirali 555 proteinov, ki sestavljajo mRNA interaktom, od tega 283 
predhodno neanotiranih. Le 339 od odkritih vsebuje znane RBD, kar ponuja nove možnosti za 
raziskave RNA in proteinskih omrežij matičnih celic. S pomočjo RIC so odkrili ohranjene proteine 
med kvasovkami in človekom mnoge brez znane povezave z biologijo RNA (Beckmann in sod., 
2015). Sledili so še drugi organizmi od parazita Leishmania donovani (Nandan in sod., 2017), 
(Marondedze in sod., 2016),  mušice Drosophila melanogaster (Sysoev in sod., 2016), do rastline 
Arabidopsis thaliana  in mnogih drugih evkariontov.  
 
Pred kratkim so razvili izboljšan RIC (ang. Enhanced RNA Interactome capture-eRIC), ki dosega 
bolj specifično izolacijo RNA vezavnih proteinov, manjšo eksperimentalno variabilnost in omejuje 
tehnični šum. Metoda za sondo uporablja analog nukleinskih kislin, imenovan zaklenjena 
nukleinska kislina, in bolj ostre pogoje pri spiranju. Za zmanjšanje izoliranih protein-protein 
interakcij se celične lizate inkubira pri 60°C 10-15 minut, čemur sledi centrifugiranje za odstranitev 
netopnih snovi. Z uporabo sond, ki imajo znotraj nukleinske kisline 2'-O, 4'-C metilenski mostiček, 
so dosegli boljše pozicioniranje oligonukleotidov za hibridizacijo z RNA in tako zvišali talilno 
temperaturo sonde in poli-A repa, kar dovoljuje ostrejše pogoje čiščenja. Sonda vsebuje fleksibilen 
C6 povezovalec in primarno amino skupino na 5' koncu za vezavo oligomera na karboksilirane 
magnetne kroglice. Z novo sondo je celoten protokol mogoče izvajati pri temperaturi 37-40°C 
namesto 4°C. Da bi se izognili tvorbi RNA-DNA dupleksov so dodali dodaten korak spiranja s 
čisto vodo, saj dodatek soli stabilizira duplekse. Elucijo s spremembo temperature so nadomestili 
z obdelavo z RNazo pri temperaturi 37°C, zato naj bi dosegli višjo čistost in manj ozadja. Metodo 
so primerjali z RIC na primeru celične kulture Jurkat. Analize s kvantitativnim PCR so pokazale 
zmanjšanje prisotne genomske DNA in višjo čistost vzorcev pridobljenih z eRIC protokolom. Z 
eRIC so odkrili 30 novih kandidatnih RBP, ki niso bili zaznani v predhodnih eksperimentih. Poleg 
tega so identificirali 144 proteinov, ki se razlikujejo med dvema pristopoma. Računalniška analiza 
teh proteinov je pokazala obogatitev proteinov povezanih s procesiranjem mRNA, izrezovanjem 
in transportom mRNA v primeru eRIC in obogatitev z rRNA povezanih proteinov v primeru RIC. 
Poleg tega je eRIC sposoben zaznati proteine, ki so občutljivi na n6-Metiladenozin modifikacije 
RNA (Perez-Perri in sod., 2018).  
 
Poleg RIC metod se je letos pojavila nova metoda za odkrivanje od RNA odvisnih proteinov, ki 
hkrati zajame tudi RBP.  R-DeeP kot so poimenovali ta pristop temelji na ultracentifugiranju v 
saharoznem gradientu ob prisotnosti ali odsotnosti RNA. To omogoča iskanje od RNA odvisnih 
proteinov brez dodatnih korakov obogatitve vzorca. S pomočjo masne spektrometrije so 
identificirali 1784 od RNA odvisnih proteinov v lizatu HeLa celic. Vsak protein kaže določeno 
distribucijo po gradientu. Če pride do premika frakcije med kontrolo in vzorcem tretiranim z 
RNazo, pomeni, da gre za od RNA odvisen protein. S pomočjo analize porazdelitev lahko odkrijejo 
nove proteine ter hkrati določijo količino frakcije proteina, ki je bil vezan z RNA. Čeprav ne gre 
za metodo, ki bi neposredno odkrivala vezavo med proteini in RNA, predstavlja možnost za 
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odkrivanje frakcij RNA brez poli-A repa. (Caudron-Herger in sod., 2019). To je velika prednost, 
saj daje bolj celosten vpogled v dogajanje v celici, zato se v novejših pristopih pogosto poskuša 
korak izolacije z oligo-dT izpustiti. Enega izmed takšnih pristopov so razvili  Queiroz in sod. 
(2019), ki temelji na ločitvi proteinov in RNA med dvema fazama. Kot pri ostalih pristopih, 
proteine in RNA najprej prečno povežejo pri 254 nm. S tekočinsko-tekočinsko ekstrakcijo lahko 
izolirajo prečno povezane proteine in jih analizirajo z masno spektrometrijo ter na ta način 
identificirajo tudi ostale RBP. 
3.2 PRISTOPI PRI ODKRIVANJU RNA-VEZAVNIH DOMEN 
Za študije, ki odkrijejo veliko novih RBP, je še posebej zanimivo vprašanje s katerim delom protein 
interagira z RNA. Metode, ki so sposobne identificirati manjše število RBD, vključujejo 
kombinacijo mutageneze in EMSA  (Fernandez-Chamorro in sod., 2014) ali CLIP metode 
kombinirane z označevanjem RNA (Kwon in sod., 2013). Ker naštete metode niso omogočale 
analize več sto proteinov na enkrat, so se razvile bolj zmogljive metode, ki najpogosteje vključujejo 
korak masne spektrometrije, za prepoznavanje prečno povezanih proteinov (Hentze in sod., 2018). 
 
Kramer in sod. (2014) so razvili metodo za avtomatsko identifikacijo prečno povezanih peptidov 
in RNA z masno spektrometrijo in računalniško analizo dobljenih podatkov s postopkom RNPxl, 
ki samodejno poišče peptide v bazi. Proteine in vezane RNA v celici najprej prečno povežejo z 
UV-svetlobo pri 254 nm in nato celice lizirajo, vzporedno pripravijo kontrolni vzorec brez 
izpostavitve UV-svetlobi. Komplekse običajno izolirajo s poli-dT kroglicami in jih nato obdelajo 
z RNazami in tripsinom. Sledi dodatna obogatitev vzorcev, ki se razlikuje glede na izvor vzorca, 
ter analiza s kvantitativno masno spektrometrijo. Ta postopek so uporabili na treh različnih 
bioloških sistemih, ki so izhajali iz  človeka ali kvasovke. S tem so prepoznali 794 prečno 
povezanih kompleksov, od tega so v 124 različnih protein odkrili edinstvena aminokislinska 
zaporedja ali regije. Pri humanem vzorcu so odkrili predvsem proteine z že znanimi RBD, medtem 
ko so v kvasovkah odkrili nova vezavna mesta kot so Pumilio ponovitve,  WD domene, HMG 
zaporedja in druge.  
 
Druga metoda RBDmap, ki je bila razvita kot dodatek RIC, uporablja obdelavo s proteazo in 
dodaten korak čiščenja na oligo dT kroglicah, čemur sledi  analiza z masno spektrometrijo. V 
prvem koraku se z UV svetlobo kovalentno povežejo kompleksi proteinov in RNA. Sledi izolacija 
s poli dT magnetnimi kroglicami in obdelava z endoproteazo. Za HeLa celice so in-silico določili 
proteazi LysC ali ArgC, ker sta dali najboljše rezultate za že poznane RBD. Proteazi režeta proteine 
na približno 17 aminokislinskih ostankov, kar je hkrati tudi resolucija te metode. Po obdelavi se 
dobljene komplekse izolira z oligo dT magnetnimi kroglicami, da se loči peptide brez vezane RNA. 
Obe frakciji se obdela s tripsinom in analizira na masni spektrometriji. Pri vezani frakciji obdelava 
s tripsinom in RNazo proizvede dva razreda peptidov; prvi vsebuje neposredno vezane peptide in 
RNA, drugi pa vsebuje peptide iz bližnje okolice prečne vezave. Slednje je mogoče zaznati z 
standardno masno spektrometrijo in algoritmi za iskanje peptidov. Regija, ki vsebuje prečno 
povezan peptid, se pridobi z in-silico pristopom, kjer se identificirane peptide podaljša do najbližjih 
Lovše A. Odkrivanje novih RNA-vezavnih proteinov. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
10 
 
mest cepitve uporabljene proteaze. S to metodo so avtorji v celicah HeLa odkrili 1174 RNA-
vezavnih mest med 529 proteini. Za ta mesta so na podlagi statističnih analiz ugotovili, da se 
skladajo s predhodno določenimi RBD na podlagi biokemijskih in strukturnih študij, ter tako 
potrdili obstoj tudi mnogih drugih potencialnih RBD. Od teh so najbolj presenetljive IDR, ki 
predstavljajo kar polovico vseh odkritih vezavnih mest (Castello in sod., 2016). Podobna metoda 
pCLAP (peptide Cross Linking and Affinity Purification) naredi prvo obdelavo s proteazami 
nemudoma po lizi celic, čemur sledi le eno čiščenje z oligo dT kroglicami. To bistveno pospeši 
celoten protokol in ne zahteva zapletene računalniške analize. Vendar se na ta način izgubi 
informacija o natančnem mestu vezave (Mullari in sod., 2017). 
 
He in sod. (2016) poročajo o visoko zmogljivi metodi RBR-ID, ki uporablja prečno povezovanje 
in kvantitativno masno spektrometrijo za identifikacijo RBP neglede na prisotnost 
poliadenilacijskega repa. RNA vezavne regije se kovalentno povežejo blizu dejanskega mesta 
fizične vezave, zato je v veliki meri mogoče zaznati pravilne vezavne regije. Za odkrivanje le-teh 
uporabljajo razlike v masi proteinov med prečno povezanim in nepovezanim vzorcem. Pri peptidih, 
kjer pride do vezave je intenziteta signala nižja v obdelanem vzorcu. Z metodo so uspešno odkrili 
več sto potencialnih RBP jedra. 
 
Vse naštete metode imajo skupno omejitev, saj uporabljajo prečno povezovanje z UV svetlobo, ki 
zahteva ugodno prostorsko ureditev in aminokisline na mestu vezave, ki tvorijo kovalentne vezi ob 
izpostavitvi UV-svetlobi. Hentze in sod. (2018) podajajo primer, pri katerem do vezave pride na 
fosfatnem ogrodju RNA in zato verjetno ne bo prišlo do prečne povezave. Na drugi strani ima 
pomembno vlogo pri določanju peptidno zaporedje, saj vsebnost triptofanov bistveno vpliva na 
velikost peptidov in posledično razmerje med maso in nabojem. Vsaka izmed predstavljenih metod 
ima svoje prednosti, ki jih je vredno upoštevati ob zasnovi eksperimenta. RNPxl ponuja ločljivost 
do posamezne aminokisline, vendar nudi manjšo občutljivost in zahteva kompleksno računalniško 
analizo (Kramer in sod., 2014). Na drugi strani sta RBDmap in pCLAP nekoliko manj zahtevni in 
nudita boljšo občutljivost, a bistveno nižjo resolucijo 17AK (Castello in sod., 2016; Mullari in sod., 
2017). RBR-ID  predstavlja vmesno možnost z ločljivostjo 9 AK, po drugi strani pa lahko pride do 
vezave z drugimi molekulami, ki absorbirajo pri 312 nm in zaradi tega zaznamo zamik mase (He 
in sod., 2016). Kljub temu so z vsako metodo uspešno povečali nabor potencialnih RBD, za katere 
potrebujemo metode s katerimi pojasnimo njihovo specifičnost, vezavna mesta in funkcijo.  
3.3 PREPOZNAVANJE TARČNIH RNA 
Ključen korak za odkrivanje vloge novo odkritih RBP je določanje mest vezave na RNA molekuli, 
ki se pojavljajo znotraj celice (Lee in Ule, 2018). Prva metoda razvita za ta namen je uporabljala 
protitelesa proti jedrnima antigenoma Sm in RNP, s katerimi so lahko izolirali majhne jedrne RNA 
(Lerner in Steitz, 1979). Na podlagi te ideje se je kasneje razvila RNP imunoprecipitacija (ang. 
RNP immunoprecipitation-RIP), ki uporablja formaldehid kot sredstvo za reverzibilno prečno 
povezovanje RNA in proteina ali dveh proteinov, kar ohrani RNP komplekse kot so prisotni v 
celici. Mesta interakcije se nato analizira z RT-PCR (Niranjanakumari in sod., 2002). Da bi 
Lovše A. Odkrivanje novih RNA-vezavnih proteinov. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
11 
 
povečali število identificiranih RNA tarč, se je razvil protokol imenovan RIP-Chip, ki analizira 
izolirane ali prečno povezane proteine iz celice s transkriptomskimi mikromrežami ali visoko-
zmogljivim sekvenciranjem v izvedbi RIP-seq (Keene in sod., 2006). Zhao in sod. (2010) so 
uporabili prirejeno metodo RIP-seq, da so identificirali RNA molekule povezane z inaktivacijo 
kromosoma X. V osnovi gre za izolacijo nativno vezanih RNA-proteinskih kompleksov in analizo 
z visoko-zmogljivim sekvenciranjem. Pomanjkljivost RIP študij je, da identificirajo vse RNA, ki 
so vezane na kompleks s tarčnim proteinom, zato ne moremo preučevati neposrednega mest stika 
proteina in RNA. Do tega pride, ker se ohranijo povezave med proteini in izoliramo več RBP. Poleg 
tega lahko pride do ponovne vezave v celičnem ekstraktu (Mili in Steitz, 2004).  
 
Zaradi potrebe po večji specifičnosti se je razvila metoda, ki uporablja prečno povezovanje z UV 
svetlobo in imunoprecipitacijo (ang. cross-linking and immunoprecipitation-CLIP) za pridobitev 
proteinov iz celice, ki so vezani na RNA. Ker s korakom prečnega povezovanja nastanejo 
kovalentne vezi med RNA in proteinom, se lahko v postopkih čiščenja uporabi bolj ostre pogoje, 
denaturacijo s toploto, proteinaze, ločevanje na poliakrilamidni gelski elektroforezi v prisotnosti 
natrijevega dodecil sulfata (SDS-PAGE) in prenos na nitrocelulozno membrano. Z naštetimi koraki 
se zmanjša prisotnost proste RNA in količina nevezanih proteinov. Izoliran RNA-proteinski 
kompleks se loči s ponovno obdelavo s proteinazo K, čemur sledi ligacija povezovalca in 
pomnoževanje z RT-PCR. Kot pomembni kontroli navajajo izolacijo brez prečnega povezovanja 
in izolacijo s serumom neimunizirane živali. V izvirnem članku so s sekvenciranjem identificirali 
nova vezavna zaporedja za faktorja izrezovanja Nova1 in Nova2 (Ule in sod., 2003). Do danes se 
je razvilo več različic protokolov, ki uporabljajo princip CLIP metode. V nadaljevanju bom opisal 
osnovne razlike, ki pripomorejo k boljši specifičnosti in občutljivosti metode.  
 
V prvotni metodi in pri večini kasnejših izvedb uporabljajo izpostavitev celic UV-C svetlobi pri 
valovni dolžini 254 nm, kar omogoča prečno povezovanje brez predhodne obdelave celic. Prečno 
povezovanje poteka na ledu s kratkimi sunki UV svetlobe z močjo med 100-400 mJ/cm2. Ker je 
izpostavitev kratka in poteka na ledu, ne pride do aktivacije popravljalnih mehanizmov in lahko 
zajamemo trenutno stanje celice. Moč in število izpostavitev se prilagaja glede na tip vzorca. 
Avtorji predlagajo večkratno izpostavitev za suspenzije celic in enkratno izpostavitev za enoslojne 
tkivne kulture. V primeru prekomerne izpostavitve pa obstaja nevarnost vezave več RBP na RNA 
molekulo (Ule in sod., 2005). V drugi variaciji uporabljajo že prej opisan pristop PAR-CL in od 
tod ime metode PAR-CLIP. Ob izpostavitvi UV svetlobi z valovno dolžino 365 nm, se predhodno 
vgrajena 4-tiouridin ali 6-tiogvanozin, prečno povežeta s proteinom. V izvirnem članku poročajo 
o sto do tisočkrat večji količini RNA pri enaki količini UV sevanja.  Ker prečno povezovanje poteka 
na podlagi vgrajenih uridinov ne zaznamo vezave na mestih brez uridina v vezavnem mestu 
(Hafner in sod., 2010). Denimo Castello in sod. (2012) v svoji študiji poročajo o izolaciji manjšega 
odstotka RBP z uporabo PAR-CL postopka. Obravnavane metode se ne razlikujejo bistveno v 
postopkih lize celic in se ravnajo po načelih opisanih v prvotni CLIP metodi, ker uspešno prepreči 
izolacijo nevezanih proteinov ali kompleksov (Ule in sod., 2005). Več pozornosti se namenja 
fragmentaciji RNA, saj je le ta ključna, da se izognemo izolaciji različnih RBP, ki so vezani na isto 
molekulo. Dokler smo znotraj nekega okna koncentracije RNaze, ta nima bistvenega vpliva, vseeno 
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pa je priporočeno validirati pogoje fragmentacije za različne celične linije (Van Nostrand in sod., 
2016). Po drugi strani so ugotovili, da različne koncentracije vplivajo na konce cDNA insertov, kar 
posledično lahko vpliva na rezultate analiz podatkov in modelov za napovedovanje vezave, zato 
predlagajo uporabo nespecifičnih RNaz in analizo kompleksov na SDS-PAGE. Prav tako 
opozarjajo na pomembnost dovolj dolgih odčitkov, ki se lahko mapirajo na prave genomske regije, 
zato moramo upoštevati koncentracijo RNaz prisotnih v tkivu in ustrezno prilagoditi dodano 
količino (Haberman in sod., 2017). Fragmentacija se razlikuje še v izbiri encimov in fazi v kateri 
jo izvajamo. Hafner in sod. (2010) so uporabili RNazo T1 v lizatu, medtem ko so bili kompleksi 
vezani na kroglice za imunoprecipitacijo. V prvotnem CLIP protokolu so uporabili RNazo T1 in 
RNazo, ki imata znane preference za določene motive (Ule in sod., 2005). Zaradi tega so König in 
sod. (2010) v svojem protokoli z resolucijo 1 nukleotida imenovano iCLIP (ang. individual-
nucleotide resolution UV cross-linking and immunoprecipitation) uporabili RNazo I za katero 
nukleotidne preference niso poznane. 
 
Imunoprecipitaciji sledi ligacija adapterjev za pripravo komplementarne DNA (cDNA) knjižnice 
iz izoliranih fragmentov RNA in proteina. Adapterji morajo biti komplementarni začetnim 
oligonukleotidom, ki jih uporabimo za reverzno transkripcijo (Ule in sod., 2005). V prvi verziji so 
adapterje dodali po izolaciji RNA (Ule in sod., 2003), vendar je to povzročilo dodatno 
kontaminacijo, zato priporočajo ligacijo na kroglicah (Ule in sod., 2005). Sledeče metode, so 
adapterje ligirale neposredno na RNA molekulo, kar ni omogočalo tako visoke resolucije (Hafner 
in sod., 2010; Ule in sod., 2005). Zato so v iCLIP protokolu predstavili ligacijo, ki doda le 5' 
usmerjeni adapter na RNA molekulo, medtem ko doda dva 3' usmerjena adapterja ločena z 
restrikcijskim mestom in črtni kodi na začetni oligonukleotid uporabljen za RT-PCR. Po obratni 
transkripciji in krožnem zvijanju cDNA se črtna koda locira neposredno pred mesto zaključka 
transkripcije, zato lahko v koraku sekvenciranja prepoznamo mesto vezave na en nukleotid 
natančno (König in sod., 2010). Van Nostrand in sod. (2016) so v svojem izboljšanem CLIP 
protokolu (ang. Enhanced CLIP-eCLIP) uporabili podoben pristop, le da adapter dodajo 
neposredno na cDNA, kar poveča učinkovitost metode. 
 
Vizualizacija kompleksov proteina in RNA je ključna kontrolna točka v CLIP protokolu, kjer 
preverimo specifičnost za izolacijo RBP. Hkrati ta korak omogoča dodatno čiščenje nevezane RNA 
in adapterjev z uporabo SDS-PAGE in prenosa na nitrocelulozno membrano. Za vizualizacijo na 
membrani so v prvotni metodi uporabili radioaktivni izotop fosforja, vezan na 5' konec molekule 
(Ule in sod., 2003). V opisu metode pripisujejo dodaten pomen koraku, saj  preverja ustreznost 
obdelave z RNazo (Ule in sod., 2005). Po vizualizaciji se komplekse izreže in razgradi proteinske 
komponente s proteinazo K, ki ohrani kratke peptide na mestu vezave. Zatem sledi obratna 
transkripcija , kjer se uporabljajo zelo različni encimi in pogoji (Hafner in sod., 2010; König in 
sod., 2010; Ule in sod., 2005; Van Nostrand in sod., 2016). Pri metodah CLIP in PAR-CLIP 
nastanejo transkripti, ki v večini obsegajo celotno sekvenco izolirane RNA (Hafner in sod., 2010; 
Ule in sod., 2005), nasprotno pa iCLIP metoda izkorišča zgodnje zaključevanje transkripcije za 
natančno določanje mesta vezave RBP (König in sod., 2010).  
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Za čiščenje cDNA je v metodah CLIP in iCLIP uporabljena gelska elektroforeza, ki loči molekule 
na podlagi velikosti. Namen je odstranitev preostalih začetnih oligonukleotidov, da ne motijo 
nadaljnjega pomnoževanja. Avtorji eCLIP metode so za to uporabili komercialno dostopen 
komplet encimov za encimsko odstranjevanje začetnih oligonukleotidov in nukleotidov. Po ligaciji 
adapterja na cDNA se poslužijo še koraka čiščenja s kroglicami katerih površina se obnaša podobno 
silicijevem dioksidu. V članku poročajo o splošno boljši uspešnosti priprave knjižnice in manj 
korakov pomnoževanja, kar je moč delno pripisati tudi postopkom izolacije (Van Nostrand in sod., 
2016). Vseeno je korak izolacije na podlagi gela lahko koristen, saj je mogoče izbrati cDNA 
primerne dolžine (Lee in Ule, 2018). 
 
Pri različnih metodah je zanimiv tudi korak analize podatkov dobljenih s sekvenciranjem. PAR-
CLIP uporablja za določanje mesta prečne vezave lokacijo tranzicij citozina v timin, ki so posledica 
uporabe modificiranih nukleotidov (Hafner in sod., 2010). V iCLIP metodi se mesto vezave 
označuje prvi nukleotid za črtno kodo (König in sod., 2010). Haberman in sod. (2017) ugotavljajo, 
da je za proučevanje mest terminacije obratne transkripcije najbolj primerna kombinacija PAR-
CLIP metode za prečno povezovanje in nato uporabo iCLIP pristopa za pripravo cDNA knjižnice. 
Poleg tega ugotavljajo, da je analiza konca cDNA, ki je nasproten mestu prečne povezave, koristna 
za ocenjevanje postopka fragmentacije RNA. Za razliko od naštetih metod, ki uporabljajo 
sekvenciranje le ene verige (Hafner in sod., 2010; Ule in sod., 2005), se pri metodi eCLIP uporablja 
sekvenciranje obeh koncev, kar zmanjša šum v dobljenih rezultatih (Van Nostrand in sod., 2016). 
4 RAČUNALNIŠKE METODE ZA NAPOVEDOVANJE VEZAVE 
Z razvojem visoko zmogljivih metod, ki sem jih obravnaval v prejšnjih poglavjih se je drastično 
povišalo število znanih proteinov in vezavnih domen (Hentze in sod., 2018), kar je omogočilo 
nastanek velikih podatkovni baz (Blin in sod., 2015; Hu in sod., 2017), ki se lahko uporabijo kot 
učni podatki za modele, ki temeljijo na strojnem učenju (Min in sod., 2017). To vključuje različne 
računalniške algoritme, ki so sposobni na podlagi podatkov prepoznati vzorce in narediti napovedi 
ali razložiti značilnosti, brez predhodnega znanja o lastnostih, ki ločujejo podatke med sabo 
(Larrañaga in sod., 2006). Raznolikost algoritmov strojnega učenja in njihove uporabe predstavlja 
celotno področje, zato se bom v poglavju omejil na primere najpogostejših pristopov in izpostavil 
obete globokega učenja za napovedovanje vezave (Moore in ’t Hoen, 2018).  
4.1 PRISTOPI ZA ANALIZO VEZAVE S STROJNIM UČENJEM 
Zgodnje pristope za določanje mest vezave kompleksov RNA in proteina so predstavili Jeong in 
sod. (2004), ki so uporabili pristop z nevronskimi mrežami, ki so na podlagi informacije o sekvenci 
in strukturi proteina napovedale mesto kjer pride stika med RNA in proteinom. V raziskavi so 
preizkušali različne strategije oblikovanja vhodnih podatkov, njihove količine ter določanja 
parametrov nevronske mreže. Klasifikator sicer ni dosegal zelo visoke natančnosti, vendar je kljub 
temu podal vodilo za prihodnje študije. Eno izmed prvih orodij, ki je za napoved uporabljalo zgolj 
sekvence proteinov, je bilo RNABindR. Orodje uporablja naivni Bayesov klasifikator, ki so ga 
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učili z učno množico 109 kompleksov proteina in RNA iz baze Protein Data Bank. Za vrednotenje 
modela so v vsaki izvedbi učenja izpustili en protein in pri tem so dosegli 85% natančnost napovedi. 
Primarni cilj avtorjev je bilo razviti orodje, ki identificira RNA vezavna mesta na proteinih, ko 
strukture kompleksov niso na voljo. Kot demonstracijo so orodje uporabili za napoved RNA 
vezavnih ostankov človeškega telomeraznega proteina hTERT. Dobljene napovedi so se skladale 
s takrat dostopnimi podatki, kar je dokazalo uporabnost relativno preprostega modela (Terribilini 
in sod., 2005). Kmalu zatem sta Wang in Brown (2006) razvila spletno orodje BindN, ki temelji na 
metodi podpornih vektorjev, za napovedovanje aminokislinskih ostankov, ki se vežejo z 
nukleinskimi kislinami. V podatkovni set so vključili aminokislinska zaporedja, kjer je vsak 
ostanek nosil oznako, če se je v kompleksu nahajal bližje kot 3,5 Å od RNA. Vsakemu ostanku 
pripišejo vrednost pKa, indeks hidrofobnosti in molekulsko maso aminokisline, ki se nato skupaj 
z ostalimi sestavi v vektor, le ta pa predstavlja lastnosti sekvence in se uporablja za učenje oziroma 
napovedovanje. S klasifikatorjem sta dosegla povprečno 68% specifičnost in občutljivost in s tem 
ponudila orodje za grobo določanje mest vezave na podlagi surovih sekvenc, ki je bilo zlahka 
dostopno. Višjo natančnost kot naštete metode so Liu in sod. (2010) dosegli z uporabo 
klasifikatorja na podlagi naključnih gozdov. Podatkovni set so sestavili s podobnimi pristopi kot 
predhodniki, vendar dodajo v vhodne podatke bistveno več značilnosti posameznega 
aminokislinskega ostanka kot na primer nagnjenost k vezavi, število atomov, naboj, potencialno 
število vodikovih vezi, hidrofobnost, razmerje dostopnosti aminokisline, pripadnost sekundarni 
strukturi, ohranjenost in pKa vrednost stranske verige aminokisline. Te značilnosti se znotraj 
premikajočega okna združijo v en element in predstavljajo osrednjo aminokislino v oknu. Na 
podatkovnem setu 205 ne homolognih proteinov so dosegli 84,5% natančnost in odkrili dejanske 
aminokislinske vzorce odgovorne za vezavo na RNA. Nadaljnje izboljšanje pri natančnosti 
napovedi so dosegli Tang in sod. (2017) s svojim pristopom PredRBR. Za napovedovanje 
uporabljajo napovedni model, ki ga sestavlja več šibkih  klasifikatorjev. Poleg tega avtorji velik 
del uspeha metode pripisujejo integraciji velikega števila informacij o značilnosti sekvenc, 
strukture, energetskih lastnosti in značilnosti okolice posamezne aminokisline. Rezultati prečnega 
preverjanja in neodvisnih testov so jasno pokazali izboljšave od takrat poznanih metod. Pristop 
omogoča natančno napoved mest vezave, vendar zahteva informacije o strukturi, ki ni na voljo za 
vse potencialno zanimive proteine. Informacije o vezavi predstavljajo veliko omejitev, zato na tem 
področju ostaja velika potreba po algoritmih, sposobnih obdelave na podlagi sekvenc. Zgoraj 
opisane metode imajo edinstvene prednosti, kot je preprostost vhodnih podatkov (Terribilini in 
sod., 2005), dobra dostopnost orodja  (Wang in Brown, 2006) in visoka natančnost (Tang in sod., 
2017). 
 
Pri analizi RNA sekvenc pridobljenih iz CLIP študij se je za napovedovanje mest vezave 
najpogosteje uporabljalo skrite modele Markova ter novejše metode globokega učenja (Moore in 
’t Hoen, 2019), ki jih bom obravnaval v kasnejšem poglavju. Veliko število podatkov nastalih na 
podlagi CLIP metod omogoča uporabo verjetnostnih modelov za napoved vzorcev vezave RBP, ki 
niso neposredno razvidni iz posameznega primera. Zato je bil razvit pristop, ki temelji na skritem 
modelu Markova za učenje modelov sposobnih napovedi globalnih RBP vezavnih mest. Algoritem 
se poskuša naučiti in kvantificirati pravila, kot so število in razmik med posameznimi motivi, 
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njihovo dostopnost, lokalno sekundarno strukturo RNA in ohranjenost med vrstami, z uporabo 
velikega števila RBP vezavnih mest iz proteinske družine Nova in Mbn1. Z uporabo tega algoritma 
so lahko povečali število potencialnih mest vezave proteina in od tega za tri na podlagi študij z 
mutagenezo potrdili, da gre za resnična mesta regulacije alternativnega izrezovanja (Zhang in sod., 
2013). Drugo orodje za napovedovanje vezave z RBP uporablja metode podpornih vektorjev za 
napovedovanje vezave posameznega RBP na tarčno RNA. Osnovna metoda Oli uporablja 
sekvence, ki so predstavljene s frekvencami tetranukleotidov. Poleg tega so razvili še dve razširitvi, 
ki dodajata informacije o prisotnosti vezavnih motivov in informacije o sekundarni strukturi RNA. 
Odkrili so, da vezavni motivi niso izboljšali sposobnosti za napovedovanje, medtem ko ostala dva 
tipa informacije proizvedeta enake rezultate. V obeh naštetih metodah so uporabili majhno število 
proteinov in značilnosti, ki pripadajo RNA sekvenci, kar omogoča le delen pogled v mehanizme 
vezave. Stražar in sod. (2016) so z uporabo nenegativne ortogonalne matrične faktorizacije (ang. 
integrative orthogonality-regularized nonnegative matrix factorization – iONMF) pokazali številne 
prednosti uporabe več virov informacij o značilnostih RNA sekvence in hkratne uporabe več RBP. 
Analiza je vključevala 31 CLIP eksperimentov iz 19 proteinov in je omogočila napoved mesta 
prečne povezave na en nukleotid natančno.  Hkrati so lahko na podlagi večjega števila informacij 
o sekvenci določili zanimive povezave med RBP. Poleg že prej pomembnih virov kot sta sekvenca 
in struktura RNA, so se za informativne izkazali tudi podatki iz CLIP študij o vezavi drugih RBP 
na enakih genomskih koordinatah ter informacije o genomskih regijah. Izkaže se, da lahko podatki 
o vezavi drugih RBP uspešno napovejo vezavo preiskovanega primera, ker se nekateri RBD vežejo 
na enake motive. Podobno so določene genomske regije odločilne za mesto vezave, kot primer 
avtorji navajajo U2AF2, ki se veže navzgor od eksona. Gledano  v celoti je iONMF bistveno 
doprinesel k možnosti interpretacije modelov in odkrivanja skritih elementov podatkov.  
4.2 OBETI GLOBOKEGA UČENJA 
V preteklih letih so se poleg konvencionalnih metod začeli uveljavljati algoritmi, ki temeljijo na 
umetnih nevronskih mrežah (Min in sod., 2017). Zaradi dramatičnih izboljšav na področju 
povezave govora, prepoznavana slik in drugih objektov so se pristopi globokega učenja razširili 
tudi na raziskave vezave RNA in proteinov (Lecun in sod., 2015; Min in sod., 2017). V tem primeru 
je nevron enota, ki prejme vhodne podatke, jih pomnoži z naučeno utežjo in vrne določeno 
vrednost, ki jo posreduje naslednjim nevronom. Če je model sestavljen iz enega nivoja vhodnih 
nevronov, več skritih nivojev in izhodnega nivoja, ga imenujemo globoka nevronska mreža. Med 
prvimi, ki so aplicirali globoko učenje na podatke o vezavi nukleinskih kislin, so bili Alipanahi in 
sod. (2015). S pristopom poimenovanim DeepBind, ki uporablja konvolucijske nevronske mreže, 
so dosegli široko uporabnost za različne vire podatkov, sposobnost učinkovitega učenja iz velikega 
števila sekvenc, posledično boljše tolerance na napačno označene podatke in popolne 
avtomatizacije procesa. V članku so proučevali dve možni aplikaciji in sicer regulatorno vlogo 
RBP pri izrezovanju intronov in genetske variante povezane z boleznimi, ki vplivajo na vezavo 
transkripcijskih faktorjev. Napovedi modela za mesta izrezovanja so se ujemala z eksoni, ki so 
regulirani z regulatorji izrezovanja kot na primer Nova, kar dokazuje sposobnost napovedovanja 
in-vivo značilnosti na podlagi učenja iz in-vitro podatkov. Slabost procesa učenja je, da je 
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zahtevnejše kot predhodne metode, zato so avtorji za uporabnike pripravili naučen model, ki je 
lahko nemudoma uporabljen za napovedovanje. Naslednji pristop poimenovan iDeep je za 
napovedovanje vezave poleg konvolucijskih mrež uporabil mreže z več nivoji omejenih 
Boltzmanovih strojev, ki omogočajo učenje kompleksnih značilnosti iz podatkov, ne pa tudi 
povezav med tipi vhodnih podatkov. Skozi več obdobij učenja se nauči tipičnih vzorcev vhodnih 
podatkov in na podlagi tega lahko klasificira vezavna mesta na RNA molekuli. V študiji so za 
učenje in testiranje uporabili podatkovni set iz članka iONMF (Stražar in sod., 2016), kar je 
omogočilo primerjavo med pristopi. iDeep pri večini RBP doseže večjo površino pod krivuljo kot 
metodi iONMF ali DeepBind. Tako kot v članku iONMF je iDeep dosegel najboljše napovedne 
rezultate z uporabo vseh virov podatkov, vendar z izjemo podatkov o sekvenci ne more razložiti 
doprinosa posameznega vira. Za podatke o sekvenci lahko uspešno prikaže naučene motive, ki se 
skladajo z eksperimentalno določenim. (Pan in Shen, 2017). Avtorja v zadnji objavi poročata o 
novem pristopu, kjer uporabljata izključno konvolucijske nevronske mreže. Arhitektura je 
zasnovana tako, da izkorišča lokalne konvolucijske mreže v kombinaciji z globalnimi in tako 
zajeme pogled na celotno sekvenco. Ta pristop omogoča hitrejši proces učenja v primerjavi s 
predhodnimi metodami in kljub temu odkrije znane motive (Pan in Shen, 2018). Obravnavani 
pristopi so očitno izboljšali sposobnost napovedovanja mest vezave proteina na RNA in hkrati 
zaznali znane pomembne motive. Pomanjkljivost metod globokega učenja ostaja slabše 
razumevanje delovanja napovednega modela, zato imajo drugi pristopi, kot je iONMF še vedno 
svoje prednosti. V celoti gre za izjemno hitro rastoče področje, ki nam bo v prihodnosti omogočilo 
učinkovitejšo zasnovo eksperimentov in  boljši vpogled v njihove rezultate (Moore in t Hoen, 
2019). 
5 SKLEP 
Odkrivanje mehanizmov, ki ležijo za vezavo proteinov in RNA predstavlja eno izmed ključnih 
področij biologije. Tekom zadnjih desetletji se kopičijo dokazi o pomenu RNA vezavnih proteinov, 
ki presegajo do sedaj znane mehanizme. Proteini sodelujejo v raznolikih celičnih procesih vse od 
fine regulacije do tvorbe velikih celični strojev in zato potrebujejo širok nabor domen. Poleg dobro 
poznanih domen vedno več dokazov priča o pomenu drugih regij kot so intrinzično nestrukturirane 
regije in katalitska mesta encimov, ki so predmet intenzivnih raziskav. Na drugi strani se veliko 
pozornost namenja mestom na RNA molekuli, kamor se proteini vežejo, saj je iz številnih študij 
očitno, da tudi RNA molekule igrajo vlogo v regulaciji proteina. Ravno raznolikost in velik pomen 
v celici so bili povod za razmah raziskav na tem področju. Seveda pa je odkrivanje novih vezavnih 
proteinov neločljivo povezano z razvojem metod, ki omogočajo vpogled v svet RNA vezavnih 
proteinov. Od zgodnjih poskusov ugotavljanja strukture in lastnosti posameznih kompleksov, se je 
pozornost preusmerilo predvsem na študije, ki omogočajo globalen vpogled v dogajanje v celici. 
Pristopi se pogosto zanašajo na prečno povezovanje proteinov in RNA za stabilizacijo kompleksov, 
analize z masno spektrometrijo in sekvenciranjem naslednje generacije. Na podlagi zajemanja 
informacij iz celotnega interaktoma se je bistveno povečalo število proteinov, za katere 
predvidevamo, da sodelujejo pri vezavi z RNA. Tako se postavlja vprašanje, kakšne vloge igrajo 
te proteini in koliko jih resnično sodeluje v celičnih procesih. To si poskušamo pojasniti z analizo 
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vezavnih mest na RNA, za kar so se uveljavile številne CLIP metode, ki stalno napredujejo in 
omogočajo bolj celosten vpogled.  Nedvomno so pravi vzorci v podatkih običajno nerazumljivi za 
človeka, zato so se razširile računalniške metode, ki omogočajo odkrivanje značilnosti vezave in 
celo napovedovanje novih domen ali motivov. Zadnja leta vstopajo na področje novi pristopi z 
globokimi nevronskimi mrežami, ki so bila na ogromno področjih revolucionarna, prav lahko se 
enako izkaže pri iskanju novih RNA vezavnih proteinov. Vsak pristop ponuja le omejen pogled v 
celotno dogajanje v kompleksnem sistemu , zato kombinacija le teh ponuja celostno sliko, ki odpira 
popolnoma nove možnosti. Tako lahko prepoznamo pomanjkljivosti posamezne metode in boljše 
pojasnimo mehanizme delovanja. S takšnim pristopom in predstavljenimi odkritji lahko 
pričakujemo razburljivo prihodnost za to področje, saj nove raziskave odpirajo priložnosti za 
pojasnitev vzrokov nepojasnjenih bolezni, iznajdbo novih terapij in nenazadnje razkritje ozadja 
bioloških procesov. 
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